







Glycan modifying enzyme responding to oxidative stress and regulation of uncoupling protein expression 
 
 




生体内で様々な影響を及ぼしていると考えられている 1)。その 1 つに、肥満の脂肪組織では酸化ストレスが亢
進していることが明らかとされており 2)、酸化ストレスによる影響を制御する役割を糖鎖が担っているとの報
告がある 3–5)。 
糖鎖は、DNA やタンパク質に次ぐ第 3 の生命鎖とされており、感染、免疫、発生等の様々な生命現象に関
与している。細胞が合成する糖鎖の１つであるグリコサミノグリカン (glycosaminoglycan; GAG) 鎖は、生体内
でタンパク質と結合したプロテオグリカンとして、ほとんどすべての細胞表面や細胞外マトリックスに存在し
ている。GAG 鎖は基本糖鎖骨格の合成後、さらに基質特異性の異なる様々な硫酸基転移酵素 (sulfotransferase; 
ST) によって硫酸化修飾を受け、多種多様な GAG 鎖が合成される 6)。硫酸化 GAG は生体内に必須の物質であ
り、これまでに、生体の個体発生、加齢、疾患の惹起に伴い GAG 鎖の硫酸化構造や硫酸化パターンが重要な





GAG の存在が確認されている下等生物に焦点を当てた。線虫 (Caenorhabditis elegans; C. elegans) は、多細胞
生物の中では最も下等な動物ではあるが、筋肉、消化器、神経系、生殖器系、上皮など生物としての基本構造
を全て兼ね備えているため 9)、高等動物の複雑な糖鎖の機能を解析する上で有用なモデル生物として繁用され
ている。第一章では、C. elegans からは未だ報告のない硫酸化 GAG の一種であるコンドロイチン硫酸 
(chondroitin sulfate; CS) を発見したことから、C. elegans における CS と CS 合成に関わる ST の抗酸化ストレス
作用を解明することを目的として研究を行った。 




役タンパク質 (uncoupling protein; UCP) であり 11,12)、UCP もまた活性酸素の発生を抑制するとの報告がある 13)。 
ペプチドホルモンである IGF-1 は、脳下垂体から GH の分泌が起こると、主に肝臓で産生・分泌される 14)。
IGF-1 は、様々な組織でも産生されることが明らかにされており、各組織における細胞増殖、分化、成長に至
るまで多様な役割を担っている 14)。これまでに IGF-1 分泌は、in vivo において、エネルギー欠乏状態において
も過剰状態においても低下することが報告されていることから 15,16)、IGF-1 がエネルギー代謝にも寄与してい
ることが考えられた。最近、成長ホルモン (growth hormone; GH) が直接 UCP の発現に関与していることが明
らかになった 17–19)。GH の作用は、IGF-1 を介した間接的な作用によるものと今まで考えられてきたが、GH が




IGF-1 と UCP の関係性に着目し、生体内におけるエネルギー消費量は、組織では骨格筋が大きな割合を占めて
いることから 20)、主に筋芽細胞を用いて IGF-1 による UCP の発現機序の解明を目的として検討を行った。 
 
第一章 
線虫 Caenorhabditis elegans におけるコンドロイチン硫酸鎖の機能解析 
 
緒言 
線虫 Caenorhabditis elegans (C. elegans) は、体長約 1 mm の非寄生性の土壌線虫で、多細胞生物の中では最も
下等な動物であるが、生物としての基幹組織を全て兼ね備えている。すでに C. elegans は、全ゲノム配列が解
明され、遺伝子配列は驚くほどヒトや高等動物と共通するものが多く、複雑なヒトの生命現象を解明するため
の手がかりを得るモデル生物として広く研究されている 9)。 
C. elegans には、高感度分析法によってグリコサミノグリカン (glycosaminoglycan; GAG) の存在が確認され
ている 21–23)。GAG は、細胞が合成する糖鎖の一種であり、ほとんど全ての細胞表面や細胞外マトリックスに
存在している 24)。GAG鎖は、二糖繰り返し領域を構成する糖の違いによってコンドロイチン硫酸 (chondroitin 
sulfate; CS)/デルマタン硫酸 (dermatan sulfate; DS) とヘパリン (heparin; Hep)/ヘパラン硫酸 (heparan sulfate; HS) 
に大きく分類される (Figure 1) 25)。GAG 鎖は二糖繰り返しの基本糖鎖骨格が合成された後、基質特異性の異な
る様々な硫酸基転移酵素 (sulfotransferase; ST) によって硫酸化修飾を受ける (Figure 2) 6)。GAG 鎖部分が、硫
酸化の位置や程度により多種多様な修飾構造をもつことで、多岐にわたる機能情報を獲得し、生体内で様々な




Figure 1. Biosynthetic mechanism of 
glycosaminoglycans. Glycosaminoglycans are 
synthesized on specific Ser residues through the 
core protein linkage region tetrasaccharide 
which is common to CS/DS and Hep/HS. Ser, 
serine; Xyl, xylose; Gal, galactose; GlcUA, 
glucuronic acid; GalNAc, N-acetyl-
galactosamine; GlcNAc, N-acetyl-glucosamine; 
XylT, xylosyltransferase; GalT-I, 
galactosyltransferase-I; GalT-II, 
galactosyltransferase-II; GlcAT-I, 
glucuronyltransferase-I; Chn GalNAcT-1, -2, 
Chn GalNAc transferase-1, -2; ChSy-1, -2, -3, 
Chn synthase-1, -2, -3; ChPF, Chn polymerizing 
factor. 
ヒトにおける CS/Chn の生合成機構は、C. elegans と非常に類似している 27,28)。ヒトにおいては、CS 鎖の二
糖の繰り返し構造は、6 つの糖転移酵素 31–38) によって構成される (Figure 1)。さらに、現在までに、CS の硫酸
化に関与する 7 つの硫酸基転移酵素がクローニングされて
いる (Figure 2) 6)。一方、C. elegans では、HS と硫酸化され
ていない Chn が存在し 21–23)、2 つの遺伝子 (sqv-5, mig-22) 
が Chn 生合成に必要であることが報告されている 27,28)。さ




したように、C. elegans における CS/Chn の基本的
な生合成機構や機能が、ヒトと類似していると考
えられることから、C. elegans における CS 鎖の構
Figure 2. Modified structure of CS/DS chains by sulfotransferases. 
Seven sulfotransferases involved in the sulfation of CS have been cloned. 
C4ST-1, -2, -3, Chn 4-O-sulfotransferases-1, -2, -3; C6ST-1, Chn 6-O-
sulfotransferase-1; GalNAc4S-6ST, GalNAc 4-sulfate 6-O-
























































造や CS 生合成に関する ST を解析し、それらの C. elegans 生体内における機能解析を行い、酸化ストレスに対
する関与を検討した。 
 
第一節 C41C4.1 のクローニング 
【目的】 
C. elegans にもヒトと同様に、Chn 鎖を硫酸化修飾する ST の相同分子種が存在するのではないかと考え、ヒ
トの Chn 4-O-硫酸基転移酵素-1 (C4ST-1) のアミノ酸配列を用いて、相同性検索を行った。 
【方法】 
ヒトの C4ST-1 のアミノ酸配列を用いて、WormBase にて相同性検索を行った。また、相同が認められた配
列は、シグナルペプチドや膜タンパク質を予測する SOSUI signal software system 42) で解析した。 
【結果と考察】 
C. elegans には、ヒトの C4ST-1 と相同性のある遺伝子 C41C4.1 が存在した 43)。C41C4.1 の遺伝子産物は、24 
bp の 5’非翻訳領域、329 個のアミノ酸をコードする 990 bp の翻訳領域、125 bp の 3’非翻訳領域から構成され
ている。また、予測した翻訳開始領域は、Kozak コンセンサス配列と一致していた。Kyte-Doolittle の疎水性プ
ロットより、アミノ末端より 20 アミノ酸残基の疎水性領域の存在が明らかとなった。また、SOSUI signal 






20.6%の相同性を示した (Figure 3)。 
これらのことから、C. elegans において、












第二節 野生型 C. elegans および C41C4.1 欠損変異体における CS/HS 鎖の構造解析 
【目的】 
前項の結果より、C41C4.1 が Chn 鎖の硫酸化修飾に関与していることが示唆されたため、C41C4.1 欠損変異
体である RB813 の C. elegans が持つ GAG についての二糖組成分析を行い、野生型 C. elegans の GAG との比較
を行った。 
【材料および方法】 
野生型 C. elegans、C41C4.1 欠損変異体 RB813 (ok625) は、Caenorhabditis Genetics Center (CGC, Minneapolis, 
MN) から恵与された。培養した C. elegans を GE-70 ultrasonic processor (Branson Ultrasonics) を用いて超音波処
理し、凍結乾燥後 GAG を精製した 21,27,28)。次に、C. elegans における GAG の二糖組成分析を行うため、CS 消
化はコンドロイチナーゼ ABC (CSaseABC) を用い、HS 消化はへパリナーゼ (Hepase)/ヘパリチナーゼ (HSase) 
の混合物を用いた。さらに CS の二糖構造を確認するために、CSaseABC 消化物の一部を、コンドロ-4-O-スル
Figure 3. Comparison of the predicted amino acid 
sequences of C. elegans C41C4.1, human C4ST-1, and 
mouse C4ST-1. The predicted amino acid sequences 
were aligned using the program GENETYX-MAC 
(version10). The closed and shaded boxes indicate that 
the predicted amino acid in the alignment is identical in 
all three or any two sequences, respectively. Gaps 
introduced for maximal alignment are indicated by 
dashes. Putative membrane-spanning domains are boxed. 
The putative PAPS-binding domains, 5’-PSB (5’-
phosphosulfate binding site) and 3’-PSB (3’-




ファターゼ (4Sase) およびコンドロ-6-O-スルファターゼ (6Sase) (全て Seikagaku, Tokyo, Japan) 消化を行った。
各消化物の不飽和二糖になった試料に、2-aminobenzamide (2-AB) で蛍光標識後、ポリアミン結合シリカカラム 
(YMC-Pack PA03) を用いる陰イオン交換 HPLC (high performance liquid chromatography) により分析した。 
【結果と考察】 
野生型 C. elegans (N2) の二糖組成分析の結果、硫酸化していない Chn Δ HexUAα1–3GalNAc (ΔDi-0S) の大き
な単一のピークと、少量の 4 位が硫酸化した構造 ΔHexUAα1–3GalNAc (4-O-sulfate) (ΔDi-4S) が検出された 
(Figure 4a)。さらに、CSase ABC 消化物を CS の二糖残基の GalNAc の 4 位の硫酸基を加水分解する 4Sase で消
化を行ったところ、ΔDi-4S のピークは消失した (Figure 4b)。次いで、CS の二糖残基の GalNAc の 6 位の硫酸
基を加水分解する 6Sase で消化したところ、ピークの消失は起こらなった (Figure 4c)。HS の二糖組成分析で
は、CS と比較すると、HS の合成量は少量であったが、様々な部位で硫酸化修飾をした HS が検出された (Table 
2)。また、CS の硫酸化した二糖の割合と、HS の硫酸化した二糖の割合がどちらも 0.5 %であり、ほぼ同程度
に CS 鎖と HS 鎖が硫酸化修飾されていた (Table 1, 2)。 
C41C4.1 欠損変異体である RB813 における CS 二糖組成分析は、野生型 N2 と比較し、硫酸化していない二
糖 ΔDi-0S の割合が増加し、GalNAc の 4 位が硫酸化した ΔDi-4S は検
出されなかった (Figure 4d, Table 1)。一方、HS の二糖組成は、硫酸化
していない二糖 ΔHexUAα1-4GlcNAc の割合が減少し、2 硫酸化二糖 
(ΔHexUA(2-O-sulfate)α1-4GlcNS) の割合がやや増加し、HS 鎖の硫酸化
の程度が微量に増加していた (Table 2)。これらの結果より、野生型の
C. elegans には、GalNAc の 4 位が硫酸化された Chn が存在することが
示唆された。また、C41C4.1 は、in vivo において、Chn の 4-O-硫酸化に
必須であり、C41C4.1 の働きによって CS/HS 鎖の硫酸化構造に変化が
生じることが示唆された。 
 
Figure 4. HPLC analysis of 2-aminobenzamide-labeled disaccharide composition 
by enzymatic digestion of N2 (wild-type) and RB813 (C41C4.1 mutant) nematodes. 
HPLC analysis of chondroitinase ABC (CSase) digest of N2 (a), chondroitinase ABC 
and chondro-4-O-sulfatase (C4Sase) digest of N2 (b), chondroitinase ABC and 
chondro-6-O-sulfatase (C6Sase) digest of N2 (c), and chondroitinase ABC digest of 
RB813 (d). a–d, the enzyme digest of the C. elegans GAG fraction was derivatized with 
2-aminobenzamide and analyzed by HPLC using an amine-bound silica column 21). The 
peak eluting at ~5 min and marked by an asterisk in the inset represents an acetate ion 
derived from the incubation buffer and an unknown substance derived from the 
chondroitinase ABC preparation, respectively. The insets show the magnified 
chromatogram between 30 and 35 min. The elution positions of authentic unsaturated 
disaccharides labeled with 2-aminobenzamide are      
indicated by numbered arrows: 1, ΔHexUAα1-3GalNAc (ΔDi-0S); 2, ΔHexUAα1-
3GalNAc(4-O-sulfate) (ΔDi-4S). 
 
Table 1. Disaccharide composition of C. elegans CS 
Composition N2 RB813 
 pmol/mg (%) 
HexUA1-3GalNAc 1645 ± 114 (99.5) 1894 ± 157 (100) 
HexUA1-3GalNAc(4-O-sulfate) 7.4 ± 0.2 (0.5) ND 
Total disaccharide 1652.4 ± 105 1894 ± 157 
Values are expressed as pmol of disaccharide/mg of dried worm homogenate. Means ± S.E. of three determinations are shown. ND, 




Table 2. Disaccharide composition of C. elegans HS 
Composition N2 RB813 
 pmol/mg (%) 
HexUA1-4GlcNAc 3.4 ± 0.41 (60) 4.2 ± 0.37 (55) 
HexUA1-4GlcNAc(6-O-sulfate) 0.6 ± 0.01 (11) 0.9 ± 0.09 (12) 
HexUA1-4GlcN(2-N-sulfate) 0.7 ± 0.01 (13) 1.1 ± 0.24 (14) 
HexUA1-4GlcN(2-N-,6-O-disulfate) ND ND 
HexUA(2-O-sulfate) 1-4GlcN(2-N-sulfate) 0.8 ± 0.01 (14) 1.3 ± 0.08 (17) 
HexUA(2-O-sulfate) 1-4GlcN(2-N-,6-O-disulfate) 0.1 ± 0.01 (2) 0.1 ± 0.01 (2) 
Total disaccharide 5.6 ± 0.35 7.6 ± 0.46 
Sulfation degree 0.57 0.64 
Values are expressed as pmol of disaccharide/mg of dried worm homogenate. The means ± S.E. of three determinations is shown. 
The degree of sulfation is expressed as the average number of sulfate groups/disaccharide unit. ND, not detected (< 0.01 pmol/mg). 
 
第三節 C. elegans の分泌型新規硫酸基転移酵素 C41C4.1 の機能解析 
【目的】 
前節の結果より、野生型の C. elegans には 4 硫酸化 CS が存在し、さらに C41C4.1 欠損変異体である RB813
には、4 硫酸化 CS が検出されなかった。そこで、C41C4.1 が硫酸基転移酵素活性を保持しているかを調べた。 
【材料および方法】 
細胞は、アフリカミドリザル腎臓由来 COS-1 細胞を用い、10%ウシ胎児血清 (fetal bovine serum; FBS, HyClone 
laboratories Inc., UT)、100 U/mL ペニシリン G、100 µg/mL ストレプトマイシン硫酸塩、2 mM L-グルタミン含
有 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Nissui Pharmaceutical, Tokyo, Japan) を用い、37 °C、5 % CO2条
件下で培養を行った。発現解析に用いる細胞がもつ硫酸基転移酵素の混入をさけるために、培養上清中に分泌
型組み換えタンパク質として C41C4.1 を発現させるための発現ベクターを作製した 27,28,44)。発現プラスミド 
(6.0 µg) を FuGENETM 6 (Roche Applied Science, Penzberg, Germany) を用いて、COS-1 細胞に transfection し、融
合タンパク質を一過性に発現させた。細胞を 2 日間培養後、培養上清を回収した。35S ラベルの PAPS (1.69 
mCi/mmol) は、PerkinElmer Life Sciences, Waltham, MA, USA より購入した。硫酸基転移酵素反応条件は、酵素
源に C41C4.1 融合タンパク質、受容体基質として Chn (Seikagaku, Tokyo, Japan) を用い、PAPS と反応させた。
35S でラベル化された酵素反応生成物を、前節に記載した方法に従い、GAG の構成二糖を解析するために




れた (0.52 ± 0.03 nmol/mg/h)。さらに、硫酸基転移酵素反応後の生成物は、
CSaseABC 消化後、Figure 5a に示すように、ΔDi-4S の位置に単一のピークが
得られた。このピークは、4Sase 消化により硫酸化されていない二糖 ΔDi-0S の
位置にシフトしたが (Figure 5b)、6Sase 消化においてはシフトしなかった 
(Figure 5c)。これらの結果より、C41C4.1 は、CS 構造の硫酸化していない二糖
GlcUAβ1-3GalNAcのGalNAc の4位に硫酸基を転移することが明らかとなり、





Figure 5. Identification of novel sulfotransferase reaction products. Enzymatic reactions 
were carried out using Chn polymer as an acceptor substrate. Reaction products were isolated by 
gel filtration using a syringe column packed with Sephadex G-25 and then digested with 
chondroitinase ABC (a), chondroitinase ABC and chondro-4-O-sulfatase (b), or chondroitinase 
ABC and chondro-6-O-sulfatase (c). The digests were analyzed by anion exchange HPLC using 
an amine-bound silica PA03 column. The eluate was collected after 14 min of injection at 30-s 
intervals for radioactivity measurement by liquid scintillation counting. The numbered arrows 
indicate the elution positions of the authentic unsaturated disaccharides or inorganic sulfate: 1, 
























第四節 C. elegans 組織での C41C4.1 の発現解析 
【目的】 
C. elegans における C4ST (C41C4.1) の局所部位を明らかにするために、enhanced green fluorescent protein 
(EGFP) -タグをつけた C41C4.1 (C41C4.1::egfp) を野生型の C. elegans (N2) へマイクロインジェクションにより
導入した。 
【材料および方法】  
C. elegans は、第二節に記載したものと同じものを用いた。C. elegans genomic DNA より C41C4.1 遺伝子のプ
ロモーター領域とエンハンサー領域とを含むと思われる遺伝子を PCR 法により増幅した。増幅した fragment
を pEX_EGFPT に組み込み発現プラスミドとし 39,41)、遺伝子導入を行い、組織内で C41C4.1::EGFP を発現させ
ることで、蛍光顕微鏡により C41C4.1 の組織内局在を解析した 27)。また、頭部感覚器ニューロン (amphid) や
尾部感覚器ニーロン (phasmid) を染色するために、C. elegans の神経細胞を赤く染色する 1,1’-dioctadecyl-3,3,3’, 
3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (DiI, Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) に浸した 46)。微分干
渉や蛍光画像は、Leica DMRXA 全自動顕微鏡 (Leica, Wetzlar, Germany) と蛍光/DIC (differential interference 
contrast) 顕微鏡の Olympus BX51 (Tokyo, Japan) を使用した 27)。画像は、MetaMorph software (version 6.1r5, 
Molecular Devices Corporation) にて処理した。 
【結果】 
Adult である雌雄同体において、頭部 (Figure 6b-e) と尾部 (Figure 6g, h) に EGPF の強い蛍光が見られた。
DiI を組み込んだ adult の神経の対比染色 (Figure 6a, c-e の頭部感覚器ニューロン (amphid)、Figure 6f, h の尾部
感覚器ニューロン (phasmid)) では、amphid sheath cell (Figure 6c-e) と phasmid sheath cell (Figure 6h) が EGFP と
共に強い蛍光を示すことが明らかとなった。 
 
Figure 6. Expression of the C41C4.1 gene product in vivo. 
EGFP signals (green) were distributed in amphid sheath cells 
in the head region (b–e) and in phasmid sheath cells in the tail 
region (g and h) of transgenic worms. DiI (red) was taken in 
by neuronal cells (amphid/phasmid neurons) near the sheath 
cells. a, amphid neurons stained with DiI. b, amphid sheath 
cells in the head region expressing C41C4.1::egfp fluoresce 
brightly. c, merge, the distribution of the two signals was 
generally distinct. d, another merged photograph showing that 
the C41C4.1 gene is expressed in amphid sheath cells (green) 
adjacent to amphid neurons (red). e, image overlaid with the 
corresponding DIC image. f, in the tail region of transgenic 
worms, phasmid neurons (red) were stained with DiI. g, cells 
expressing C41C4.1::EGFP are found near the phasmid 
neurons in f. h, DIC image overlaid with f and g. 
Magnification: a–c, ×400;d–h, ×1000. Bar: 50 μm.  
 
第五節 C. elegans における 4 硫酸化 CS の発現部位の解析 
これまでに、C. elegans において、Chn は生殖巣、子宮、卵母細胞や受精卵で特に強い発現が見られている 27)。
そこで、C. elegans における CS 鎖の局所発現部位について調べた。 
 
第一項 C. elegans における 4 硫酸化 CS の局在 
【目的】 
野生型 C. elegans (N2) と C41C4.1 の欠損変異体 RB813、さらに欠損変異体 RB813 に野生型 C4ST を組み込
んだ FX18330 における、4 硫酸化 CS の発現部位を調べた。 
【材料および方法】  
C. elegans は、第二節に記載したものと同じものを用いた。C. elegans を 4 硫酸化 CS に対するモノクローナ
ル抗体 LY111 抗体 (Seikagaku, Tokyo, Japan) で染色した 27)。MH27 抗体 (Developmental Studies Hybridoma Bank 
of the University of Iowa) は、細胞接合部マーカーの Apical junction molecule-1 (AJM-1) 検出に使用した 47)。二
次抗体は、Alexa Fluor 488 と結合した goat anti-mouse IgM (μ-chain specific, Invitrogen, Carlsbad, CA) と Alexa 
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Fluor 594 と結合した anti-mouse IgG (γ-chain specific, Invitrogen, Carlsbad, CA) をそれぞれ使用した。画像解析
は、前節に記載したものと同じものを用いた。一部の画像は、MetaMorph 2D nearest-neighbor deconvolution tool
で処理を行った。 
【結果】C. elegans における 4 硫酸化 CS の発現部位は、野生型 N2 においては貯精嚢の細胞間の接着部分に強
い発現が見られ (Figure 7a)、LY111 抗体染色部位 (Figure 7a) は、細胞接合部マーカーである AJM-1 を認識する
MH27 抗体で染色された部位と一部重複していた (Figure 7d, g)。また、胚発生における子宮や卵殻においても、
強く発現していた (Figure 7j)。さらに、頭部 (Figure 7m) や尾部 (Figure 7o) でも同様に発現が見られた。一方、
C4ST が欠損した変異体である RB813 においては、野生型 N2
と比較してLY111抗体では、染色されていなかった (Figure 7b, 
h, k, n, p)。また、欠損変異体 RB813 に野生型の C4ST を組み込
んだ FX18330 においては、LY111 抗体の染色が見られ、4 硫
酸化 CS の発現が回復していた (Figure 7c, i, l)。 
 
Figure 7. Immunohistologic identification of 4-O-sulfated Chn in vivo. a, 
in the germ line of wild-type worms, the spermatheca cells stained brightly 
with the anti-CS (LY111) antibody. Partial overlap of anti-CS staining (a) 
with anti-AJM-1 (MH27) staining (d) is indicated (g). In KO worms, no 
LY111 staining was observed (b), although anti-AJM-1 staining (e) was still 
positive. g–i, merged images of LY111 and MH27 staining. Eggshells, head 
region cells, and tail region cells (j, m, and o, respectively) were also stained 
with the LY111 antibody, but no signal was observed in RB813 worms (k, n, 
and p). LY111-positve cells were found in a transgenic strain carrying the 
wild-type C41C4.1 gene (FX18330) (c, i, and l). c, f, i, m, and o, images were 




第二項 卵殻における抗 CS 抗体を用いた CS の発現解析 
【目的】 
前項の結果より、卵殻に 4 硫酸化 CS の強い発現が見られたことから、
前項で使用した抗体とは別の抗体を使用して、CS 鎖の発現部位を調べた。 
【材料および方法】  
C. elegans は、第二節に記載したものと同じものを用いた。C. elegans 組
織内の 6 硫酸化 CS の検出には、CS56 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) のモ
ノクローナル抗体を使用した。さらに、C. elegans を CSaseABC で消化し、
その後、一次抗体として、非硫酸化 Chn を認識する 1B5 抗体、4-O-硫酸化
不飽和二糖類を認識する 2B6 抗体、6-O-硫酸化不飽和二糖類を認識する
3B3 抗体 (全て Cosmo Bio, Tokyo, Japan) を使用した 27)。画像解析は、前
節に記載したものと同じものを用いた。 
【結果と考察】 
CS を認識する抗体において、野生型 N2 と欠損変異体 RB813 (ok625) で
比較を行ったところ、CSaseABC 消化後の非硫酸化 Chn を認識する 1B5 抗
体 27)での免疫組織染色では、卵殻において強い発現が見られた (Figure 
8a)。欠損変異体 RB813 (ok625) もまた、野生型 N2 と同様の発現部位であ
った (Figure 8b)。6-O-硫酸化不飽和二糖類を認識する 3B3 抗体を反応させ
た卵殻は、野生型 N2 (Figure 8c) と欠損変異体 RB813 (ok625) (Figure 8d) 
で共に弱い発現であった。一方、4-O-硫酸化不飽和二糖類を認識する 2B6
抗体を反応させると、野生型 N2 の卵殻では染色が観察されなかった 
(Figure 8e)。6 硫酸化 CS を認識する CS56 抗体では、野生型 N2 の卵殻に
Figure 8. Immunohistologic analysis using 
1B5, 3B3, 2B6, and CS56 anti-CS 
antibodies. In the wild-type and RB813 
(ok625) mutant animals, the eggshells of the 
developing embryos were reactive with 1B5 
(a and b) and 3B3 (c and d) antibodies. No 
signal was observed in the wild-type animals 
for 2B6 or CS56 antibodies (e and f). The 
specimens were pretreated with (a–e) or 




は染色が見られなかった (Figure 8f)。これらの結果より、3B3 抗体と 1B5 抗体の発現パターンが類似している
のは、C. elegans では、非硫酸化 Chn が豊富に存在するため、3B3 抗体の染色部位は、非硫酸化 Chn の発現を
反映していることが示唆された。また、野生型 C. elegans において、2B6 抗体で染色されなかったのは、
CSaseABC 消化では、コアタンパク質に結合した末端の二糖が消化されずに残ってしまうが、残存した末端二
糖の GalNAc の 4 位が硫酸化されていないため、染色されなかった可能性が考えられた。さらに、CS56 抗体
での染色が見られなかったことは、これまでに報告されている野生型 C. elegans では 6 硫酸化 CS が存在しな
い結果と一致した。 
 
第六節 C41C4.1 の生体内における機能解析 
これまでの結果より、C. elegans における C41C4.1 が CS の 4-O-硫酸化に必須であり、また、4 硫酸化 CS の
発現部位を明らかにしてきた。次に、C. elegans における C41C4.1 の機能解析を行った。 
 
第一項 C41C4.1 欠損変異体株の胚における表現型の解析 
【目的】 
これまでに、標的 mRNA を特異的に分解する RNA mediated interference (RNAi) 法を用いて、C41C4.1 の機
能をノックダウンした C. elegans においては、見かけ上の形態異常は見られなかった 48,49)。一方、C. elegans の
CS の生合成に関与する糖転移酵素 (sqv-5, mig-22) が欠損した変異体では、生殖器系の異常や胚発生の初期に
おいて異常な細胞質分裂が見られている 27,28)。また、これまでに報告されている C. elegans における Chn の発
現部位 27)と前節の 4 硫酸化 CS と Chn の発現部位が、子宮などの一部分において重複している。そこで今回、
C41C4.1 欠損変異体 RB813 の胚における表現型を解析した。 
【材料および方法】  
C. elegans は、第二節に記載したものと同じものを用い、7 回以上戻し交配させ胚を観察した。 
【結果と考察】 




第二項 C41C4.1 欠損変異体における漂白処理の影響 
【目的】 
野生型 C. elegans と欠損変異体 RB813 の一個体当たりの産卵数について解析を行った。 
【材料および方法】  
C. elegans は、第二節に記載したものと同じものを用いた。発育中の C. elegans から卵を単離する方法とし
て、5 分間のアルカリ漂白 (次亜塩素酸ナトリウム (NaOCl)) 処理がよく知られており 50)、産卵期の C. elegans
を様々な反応時間 (5-150 分) で漂白処置をした。処置直後に強拡大率 (× 115 から× 230) を使用した実体顕微
鏡 (Olympus SZX16, Tokyo, Japan) 下で卵の数を数え、24、48 時間後に孵化した C. elegans の数を解析した。ま
た、孵化後の生存日数は統計ソフト EZR を使用し Kaplan-Meier 法や R-Commander による log rank 検定を行っ
た 51)。 
【結果と考察】 
野生型 N2 と欠損変異体 RB813 において、漂白処理による産卵数の変化は見られなかった。また、孵化後の
生存日数も漂白処理 5 分では差はなかった (Figure 9a)。しかし、漂白処理 30 分の生存日数は、野生型 N2 に比
べて欠損変異体 RB813 は有意に低下していた (p = 0.001)。さらに、150 分間の長時間漂白処理では、野生型 N2
と欠損変異体 RB813 のいずれにおいても孵化した卵の数が大きく減少したが、孵化後の生存日数は欠損変異
体 RB813 で有意に低下していた (p = 0.003)。 
一方、漂白処理していない野生型N2と欠損変異体RB813では、寿命における差はなかった (deta not shown)。








Figure 9. Increased mortality in C41C4.1 KO worms. Kaplan-
Meier plots of bleach-treated (5, 30, and 150 min, a–c, respectively) 
N2 and RB813 worms. Bleach-treated RB813 worms exhibited a 
higher mortality rate than bleach-treated N2 worms. **, p < 0.005. 
 
 





C. elegans は、第二節に記載したものと同じものを用いた。二世代目の C. elegans に標準の漂白処置後、young 
adult ステージ (漂白処理 3 日後) の C. elegans を H2O2溶液に浸した。C. elegans を回収し、大腸菌を生育させ
た寒天培地で 2 時間培養し、生存している C. elegans の数を解析した。R statistical package (R, version 2.11.0) を
使用し、Fisher 法や一元分散分析の後、Holm 法にて多重比較解析を行った。 
【結果と考察】 
2 時間の H2O2処理では、野生型 N2 と比較して、欠損変異体 RB813 では生存率が低下していた (Table 3)。
一方、野生型の C41C4.1 を遺伝子導入した RB813 (FX18330) では、生存率が回復していた。これらの結果よ
り、前項で使用した NaOCl と H2O2の 2 種類の酸化剤は、C. elegans の胚に有害な影響を与え、硫酸化 Chn は、
酸化ストレスを軽減する役割を担っていることが示唆された。 
 
Table 3. C41C4.1 KO worms exhibit hypersensitivity to hydrogen peroxide 
The number of living animals after 2 h of hydrogen peroxide 
treatment was determined. KO (RB813 strain) animals 
exhibited lower tolerance to hydrogen peroxide than N2 (wild-
type) animals (N2 vs. RB813, p = 0.00017, Holm's test). KO 
worms harboring the wild-type C41C4.1 gene (FX18330 
strain) showed a tolerance phenotype comparable with the N2 
animals (N2 vs. FX18330, p = 0.876; FX18330 vs. RB813, p = 
0.00112, Holm's test).  
考察 
今回初めて、C. elegans に 4 硫酸化 CS が存在すること、そして、ヒト C4ST のオルソログである C41C4.1 の
存在を明らかにした。さらに、C. elegans で C41C4.1 が欠損することにより、野生型と比較して、CS 鎖の 4 硫
酸化 CS は減少した。さらに、C41C4.1 は、非硫酸化多糖であり HS の基本骨格である二糖が繰り返した構造
を持つ N-アセチルへパロサンやコアタンパク質に四糖結合領域のみを含む α-トロンボモジュリンに対しては、
硫酸基転移酵素活性は示さなかった (data not shown)。これらの結果により、C. elegans において C41C4.1 は、
CS 鎖の 4-O-硫酸化の生合成に直接関与していることが示唆された。さらに、C41C4.1 を欠損させると、酸化
剤処理により生存率が低下した。C41C4.1 の欠損により、漂白処理や過酸化水素処理により影響を受けること
から、卵殻において、硫酸化 Chn が酸化剤から卵を保護するために重要な役割を担っていることが示唆され




とが明らかにされつつある。哺乳動物においては、硫酸化修飾の中で特に GalNAc の 4 位もしくは 6 位が硫酸













酸化 GAG は LDL 酸化を抑制することが報告されている 4,5)。一方、LDL 酸化レベルは、内臓脂肪の蓄積に影
響していることが報告されており 58)、インスリン様成長因子 (IGF-1) の分泌低下が内臓脂肪蓄積の要因の一
つであることが明らかとなっている 59)。また、内臓脂肪蓄積や酸化ストレスが発症に関与している非アルコー
ル性脂肪肝炎 (NASH) を呈するラットにおいて、IGF-1 の投与により酸化ストレスが軽減し、病態である肝臓
の繊維化進展が改善された報告もある 10)。このように IGF-1 もまた酸化ストレスの軽減に関与していることが
示唆されている。 




さらに IGF-1 は、肥満との関連も報告されている 15)。 
肥満においては、血中の遊離脂肪酸が増加する。脂肪酸には GH の生成を抑制し、IGF-1 濃度を減少させる
作用がある 61)。実際に肥満を呈した成人では、IGF-1 が低下していることが報告されており 15)、IGF-1 がエネ
ルギー代謝に関与していることが考えられる。 
IGF-1 は、IGF-1 受容体 (insulin like growth factor-1 receptor; IGF-1R) に結合すると、受容体を自己リン酸化
し、活性化される。次にその下流に存在する phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K) や serine/threonine kinase (Akt) 
がリン酸化により活性化することで、Akt より下流にシグナルを伝達し、様々な生理機能を発現する 62)。
PI3K/Akt 経路の下流のシグナル伝達因子の 1 つに、転写因子である forkhead box-containing protein, O (FOXO) 
が存在している。FOXO の転写活性化や細胞内の局在化には、IGF-1 による PI3K/Akt シグナル経路のリン酸化
が関与していることが明らかとなっている。FOXO は、通常核内に存在し、標的遺伝子の転写を制御している。
しかし、IGF-1 により Akt がリン酸化され活性化されると、FOXO がリン酸化され、核から細胞質へと移行し、
14-3-3 タンパク質と結合し分解される 63,64)。 
FOXO には、4 種類のアイソフォームが存在する 65,66)。FOXO1 は、脂肪組織や卵巣、骨格筋で発現がみられ
る。FOXO3 は、ユビキタスに発現している。FOXO4 は、骨格筋、心筋、脂肪組織で高発現しており、FOXO6
は、脳組織で高い発現がみられる 67,68)。このように、FOXO は、様々な臓器の細胞に発現しており、細胞分化、
増殖など多様な細胞機能を調節していることが報告されている 69)。マウスを用いた in vivo の実験系において、
FOXO1 が UCP の発現に関与しており、FOXO1 がエネルギー代謝機構に関わる転写因子としての重要な役割
を果たしていることが示唆されている 70)。しかし、UCP 発現のメカニズムは明らかにされていない。 
UCP とは、ミトコンドリア内膜でのリン酸化反応を脱共役させ、ATP を経ずに化学エネルギーから直接熱
へと変換するタンパク質で、5 種類のサブタイプが報告されている。UCP1 は褐色脂肪細胞に、UCP2 はユビキ
タスに発現していることが知られている 71)。UCP3 は、主に骨格筋や筋芽細胞由来の褐色脂肪細胞に 72)、UCP4
と UCP5 は、主に中枢神経系において発現が認められる 73,74)。興味あることに、マウスのマクロファージをリ
ポ多糖 (LPS) で刺激したときの活性酸素 (ROS) や一酸化窒素 (NO) の生成を UCP2 が抑制するとのいう報
告があり 13)、UCP も酸化ストレスの軽減に関与することが示唆されている。 
IGF-1 は、GH の刺激により分泌され、分化、発達、成長などの様々な機能に深く関与していることから 75)、
これまで GH の作用は間接的であり、実際には IGF-1 がその役割を果たしていると考えられてきた。それ故、
IGF-1 こそエネルギー代謝の主要なホルモンとして直接的な寄与が示唆されており 15,61)、UCP に直接的に影響
を及ぼしていることが考えられた。しかし、IGF-1 がこれら UCP の発現に関わるか否か、そして関与するとし
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てそのシグナル伝達経路がどのようなものであるのかは明らかにされていない。また、IGF-1 と UCP3 に関し
ては、いくつかの報告がある 76–78)ものの、IGF-1 のシグナル機構に関しては、明らかにされておらず、FOXO
を介した伝達機構かどうかは特定されていない。そこで、ユビキタスに発現が見られる UCP2 に関わる転写因
子として、in vivo でエネルギー代謝に関与すると報告のある FOXO1 に着目し、主に骨格筋に限定して発現し
ている UCP2 の転写因子として、骨格筋での発現が高い FOXO4 に着目し、FOXO による UCP 発現のシグナル
伝達機構の解析を行った。 
 
第一節 FOXO が UCP 転写活性に及ぼす影響 
転写因子である FOXO が、UCP の発現にどのような影響を及ぼすかについて、FOXO1 と UCP2、FOXO4 と
UCP3 の組み合わせで解析を行った。 
 
第一項 FOXO1 が UCP2 転写活性に及ぼす影響 
【目的】 
FOXO1 が、UCP2 の発現にどのような影響を及ぼすかについて Dual-Luciferase Reporter Assay を用いて検討
を行った。 
【材料および方法】 
様々な長さのヒト UCP2 プロモーター領域をヒトゲノム DNA より polymerase chain reaction (PCR) 法により
増幅し、ホタルルシフェラーゼ発現ベクターである pGL4.10 (Promega, Madison, WI) にクローニングし、
hUCP2promoter-Luciferase (hUCP2pro-Luc) を構築した 17)。リン酸化を受けない常時活性化されている活性型
FOXO1 発現ベクターとして、FOXO1 の 24 番目のスレオニンをアラニンに、253 番目のセリンをアスパラギン
酸に、316 番目のセリンをアラニンにそれぞれ置換した pCMX-activated FOXO1 (aFOXO1) を作製した 79,80)。内
在性コントロールプラスミドとしてウミシイタケルシフェラーゼ発現プラスミド pGL4.70 (Promega, Madison, 
WI, USA) を使用した。細胞は、ヒト胎児腎細胞 293 細胞由来 TSA201 細胞を用い、第一章第三節に記載した
方法に従い、培養を行った。次に、TSA201 細胞にリン酸カルシウム法により発現プラスミドを導入し、共発
現させた。導入 6 時間後、活性炭処理済 10% FBS を添加したフェノールレッド不含有の DMEM 培地 (Wako 
Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) に交換した。さらに 20 時間後、細胞を回収し、ルシフェラーゼ活性を測
定した。プロトコルは Promega のマニュアルに従った  (Dual-Luciferase® Reporter Assay System, Promega, 
Madioson, WI, USA)。データは、平均値 ± S.D.で表す。統計解析は、SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, 
IL, USA) を使用し、一元配置分散分析の後、Bonferroni 法にて多重比較検定を行った。 
【結果および考察】 
FOXO1 の濃度依存的に hUCP2pro-Luc の転写活性の抑制が確認できた (Figure 10)。コントロールであるレポ
ーターのみと比較して、200 ng において 52.1%にまで活性が抑えられていた。一方、恒常活性型である aFOXO1
を添加した場合では、濃度依存的に UCP2 の転写活性が増加した。200 ng において、レポーターと比較し 188.8%
まで有意に転写量は増加していた。これらのことから、FOXO1 は UCP2 の発現に関与しており、さらにその










Figure 10. Effect of FOXO1 on the UCP2 promoter. Wild-type 
FOXO1, constitutively activated FOXO1 (aFOXO1) and pCMX 
(mock) were added to TSA201 cells in a concentration gradient 
(50, 100 and 200 ng), and were co-expressed with hUCP2pro-Luc 
(10 ng). pGL4.70 was used as internal control plasmid. Data were 
collected from experiments performed in triplicate, and 
representative results are displayed as mean values ± S. D. RLU, 
relative luciferase unit;  




第二項 FOXO４が UCP3 転写活性に及ぼす影響 
【目的】 
次に骨格筋特異的に発現が見られる FOXO4 が UCP3 の発現にどのような影響を及ぼすかについて Dual-
Luciferase Reporter Assay を用いて検討を行った。さらに第一項で検討を行った FOXO1 においても UCP3 に与
える影響について解析を行った。 
【材料および方法】 
ヒト UCP3 プロモーターは、Dr. A. Boutin (Biotechnologie, Pharmacologie Moléculaire et Cellulaire, Institut de 
Recherches SERVIER, France) より恵与された。前項に記載した方法に従い、ヒト UCP3 プロモーター領域とル
シフェラーゼ遺伝子 (Luc) を含む発現ベクターを作製した (hUCP3pro-Luc)19)。リン酸化を受けない常時活性
化されている活性型 FOXO4 発現ベクターとして、FOXO4 の 28 番目のスレオニンをアラニンに、193 番目の
セリンをアラニンに、258 番目のセリンをアラニンにそれぞれ置換した pCMX-activated FOXO4 (aFOXO4) を
作製した 81)。細胞培養、遺伝子導入、レポーターアッセイ、統計解析は、前項に記載した方法に従った。 
【結果および考察】 
hUCP3pro-Luc の転写活性は、コントロールであるレポーターのみと比較して、aFOXO4 の最も高い濃度 
(800 ng) において 144%まで増加していた (Figure 11a)。さらに、骨格筋でも発現が見られる FOXO1 の活性に
ついても検討を行うため、恒常活性型である aFOXO1 を細胞に共発現させたところ、レポーターのみと比較し
て、aFOXO1 の最も高い添加量 (800 ng) において 127 %増加していた (Figure 11a)。さらに、aFOXO4 と aFOXO1
が、hUCP3pro-Luc の転写活性に対して相乗もしくは相加効果があるかについて検討したが、両効果は見られ









Figure 11. The dose-dependent effects of pCMX-FOXO1, pCMX-aFOXO1, pCMX-FOXO4 and pCMX-aFOXO4 on the 
transcriptional activity of UCP3 gene promoter. The data are presented as the mean ± S. D. for three transfections performed in 
triplicates. The following abbreviations or representative terms have been used in the figure. RLU, relative luminescence unit; FOXO1, 
inactive form of FOXO1; aFOXO1, constitutively activated form of FOXO1; FOXO4, inactive form of FOXO4; aFOXO4, constitutive 
activated form of FOXO4; *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.005; ****, p < 0.0001 vs. reporter only. 
 
第二節 UCP プロモーター上の FOXO コンセンサス配列の検討 
第一節の結果より、UCP2 の発現には FOXO1 が、UCP3 の発現には FOXO4 が影響していることが明らかと
なった。そこで、より詳細に、UCP プロモーター上における FOXO のコンセンサス配列の検討を行った。 
 
第一項 UCP2 プロモーターにおける FOXO1 コンセンサス配列の検討 
【目的】 
これまでに、FOXO のコンセンサス配列 (G(C/T)AAAACAA) については報告されているが 82)、FOXO が転
写に寄与する UCP2 プロモーター上の配列については明確にされていない。そこで、UCP2 発現に機能する配
列の検討を行うため、Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, Bethesda, MD) を用いて、応答配列の検索を行
った。さらに、様々な長さの UCP2 プロモーターcut constructs を作製し、Dual-Luciferase Reporter Assay を行っ
た。 
【材料および方法】 
BLAST により確認した FOXO コンセンサス配列 (G(C/T)AAAACAA) の位置をもとに、様々な長さの UCP2






UCP2 プロモーター上の FOXO のコンセンサ
ス配列は、複数存在することが示唆された 
















第二項 UCP3 プロモーターにおける FOXO4 コンセンサス配列の検討 
【目的】 
次に、UCP3 発現に機能する配列の検討を行うため、BLAST を用いて、UCP3 プロモーター上の FOXO のコ
ンセンサス配列 81) を検索した。さらに、より詳細な応答配列の検討を行うため、UCP3プロモーターcut construct





Figure 13a は、BLAST による FOXO4 のコンセンサス配列と近似した応答配列を示す。UCP3 の発現に機能
する配列の検討では、aFOXO4 発現プラスミド導入後の UCP3 の転写活性量が、-860/ +546hUCP3pro-Luc にお
いて減少した (Figure 13b)。このことより、-1979 と-860 との間にある 4 つのコンセンサス配列 (A~D) が、
aFOXO4 による UCP3 の転写を制御することが示唆された。そこで、候補である 4 つの配列を欠失させた
hUCP3pro-Luc を作製し (ΔA～ΔD)、同様に解析を行ったところ、aFOXO4 を導入することで ΔA-hUCP3pro-Luc
でのみ転写活性が消失した (Figure 13c)。これらの結果より、予測した A のコンセンサス配列が、UCP3 プロ














Figure 12. FOXO1 consensus sequences on the UCP2 promoter. 
FOXO consensus sequences on the UCP2 promoter are shown (a). To 
examine the sequences that play a functional role in FOXO1-induced 
UCP2 expression, reporters linked to UCP2 promoters of various lengths 
were used (b). Data were collected from experiments performed in 
triplicate, and representative results are displayed as mean values ± S. D. 












Figure 13. The effects of the active form of FOXO4 
(aFOXO4) with deleted FOXO4 consensus sequences, 
on the transcription of the UCP3 promoter. Putative 
consensus binding motifs of FOXO4 on the hUCP3pro-
Luc construct (a).The squares indicate the predicted 
FOXO4 possible consensus sites A–J. Each bar chart 
represents the relative values that indicate the basal 
transcriptional activity of each reporter plasmid (b). The 
white squares indicate existing consensus sequences, 
while the black squares indicate deleted consensus 
sequences. ΔA-hUCP3-Luc denotes the deletion of 
consensus sequence A. TSA201 cells were co-
transfected with aFOXO expression plasmids (pMX-
aFOXO4) or a mock plasmid, with the indicated deletion 
in the hUCP3pro-Luc constructs as reporter plasmids 
and the internal control plasmid pGL4.70 (c). The data 
represent relative values that indicate the basal 
transcriptional activity of each reporter plasmid. The 
data are presented as the mean ± S. D. of at least three 
transfections performed in triplicates. RLU: relative 
luminescence unit; ***, p < 0.005; ****, p < 0.001 vs. 




第三節 IGF-1R 発現の確認および IGF-1 刺激が及ぼす UCP mRNA 発現への影響 
細胞での IGF-1 による UCP mRNA 発現量の変化について調べるため、まず各細胞の IGF-1R 発現の確認を
行った。次に、IGF-1 刺激による UCP 遺伝子発現の影響を検討するため、各細胞に IGF-1 で刺激を行い、UCP 
mRNA の発現量の比較を行った。 
 
第一項 IGF-1R 発現の確認 
【目的】 
IGF-1 が IGF-1R に結合することでシグナル伝達が開始されるため、マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1 細胞、マウ
ス筋芽細胞 C2C12 細胞、ヒト肝がん細胞 HepG2 細胞、ラット骨格筋芽細胞 L6 細胞を用いて、IGF-1R の発現
を確認した。ポジティブコントロールとして、マウス筋組織を用いた。 
【材料および方法】 
3T3-L1 細胞、HepG2 細胞、L6 細胞は、JCGB Cell Bank (National Institute of Biomedical Innovation, Osaka, Japan) 
より、C2C12 細胞は、Riken Cell Bank (Tsukuba, Japan) より購入した。3T3-L1 細胞、HepG2 細胞、C2C12 細胞
は、第一節に記載した方法に従い、培養を行った。3T3-L1 細胞は、100 mM Isobutylmethylxanthine (IBMX)、1 
mM Dexamethasone (DEX)、10 µg/mL insulin 含有 high glucose-DMEM と 10 µg/mL insulin 含有 high glucose-DMEM
に置換し、脂肪細胞へと分化させた。C2C12 細胞、L6 細胞は、2%ウマ血清を含む分化誘導培地で 8 日間培養
し、筋管細胞へと分化させた。マウスは、7 週齢の C57BL/6J マウスを SLC (Japan SLC, Shizuoka, Japan) より購
入し、右後肢より筋組織を摘出後、cDNA
を調整した 18)。各細胞の total RNA の抽
出には、RNAiso Plus (TaKaRa Bio, Shiga, 
Japan) を用いた。次に、 iScriptTM RT 
Supermix (BioRad, Hercules, CA, USA) を
用いて逆転写反応を行うことにより






cDNA を調整した。IGF-1R の発現を確認するため、得られた cDNA を鋳型とし、Tks Gflex DNA Polymerase 
(TaKaRa Bio, Shiga, Japan) を用いて、PCR を行った。PCR 反応条件としては、98°C, 10 sec; 60°C, 15 sec; 72°C, 
20 sec を 30 cycle 行った。また、使用したプライマーは、Table 4.に示す。 
【結果】 








Figure 14. PCR was carried out for confirmation of the expression 




第二項 IGF-1 刺激が及ぼす UCP2 mRNA 発現への影響 
【目的】 
次に、UCP2 がユビキタスに発現していることが報告されていることから 71)、様々な組織由来の細胞におけ
る IGF-1 刺激に対する UCP2 mRNA 発現を調べた。 
【材料および方法】 
分化誘導後のマウス脂肪前駆細胞 3T3-L1細胞、マウス筋芽細胞 C2C12細胞、およびヒト肝がん細胞HepG2
細胞の各細胞に、IGF-1 (1µg/mL, Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) あるいは H2O (vehicle) を添加し
た。IGF-1 刺激を行う際は、無血清培地に 15 時間交換後の細胞を使用し、刺激濃度については、puberty male
の血中濃度を参考に決定した 83)。刺激 48 時間後あるいは 72 時間後細胞を回収し、前項に記載した方法に従
い、total RNA 抽出、cDNA の調整を行った。次に、iTaqTM Universal SYBR® Green Supermix (BioRad, Hercules, 
CA, USA) を用い、CFX ConnectTM Real-Time PCR De tection System (BioRad, Hercules, CA, USA) で real-time 
qPCR を行った。PCR 反応条件としては、
98°C, 30 sec の後、98°C, 10 sec; 60°C, 20 sec を
40 cycle 行った。また、各細胞における使用
したプライマーは、Table 5.に示す。統計解析
は 、 SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM 
Company, IL, USA) を使用し、 independent 
student-t 検定で群間比較を行った。 
【結果】 
各細胞に IGF-1 (1 µg/mL) を添加したところ、vehicle と比較し、2.3 倍 (Figure 15a)、1.4 倍 (Figure 15b)、1.6













Figure 15. Confirmation of the expression of UCP2 mRNA resulting from IGF-1 stimulation in three different types of 
representative cells. UCP2 mRNA expression levels in response to IGF-1 stimulation (1 µg/mL) were examined in 3T3-L1 cells (a), 
C2C12 cells (b) and HepG2 cells (c). IGF-1 was added, and the cells were harvested after 72 hours for 3T3-L1 cells (a), and after 48 
hours for C2C12 cells (b) as well as HepG2 cells (c); differences in terms of UCP2 mRNA expression levels were examined by 
conducting a comparison. Data were collected from experiments performed in triplicate, and representative results are displayed as mean 
values ± S. D. *, p < 0.05; ***, p < 0.005; ****, p < 0.001 vs. vehicle. 
Table 5. Primer sequences used in qPCR 
 
a b c 
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第三項 IGF-1 刺激が及ぼす UCP3 mRNA 発現への影響 
【目的】 
UCP3 は、特に筋細胞に発現が見られることから 84)、マウス筋芽細胞 C2C12 細胞とラット骨格筋芽細胞 L6
細胞を用いて、UCP3 mRNA の発現が IGF-1 により直接活性化されるかを調べた。 
【材料および方法】 
分化誘導後の C2C12 細胞、L6 細胞の各細胞に、前項に記載した方法に従い、IGF-1 (1 µg/mL) あるいは H2O 
(vehicle) を添加し、48 時間後細胞を回収し、前述した
方法に従い、total RNA 抽出、cDNA の調整、real-time 
qPCR を行った。使用したプライマーは、Table 6 .に示
す。統計解析は、前項に記載した方法に従った。 
【結果】 
各細胞に IGF-1 添加後の UCP3 mRNA 発現量は、vehicle と比較し 5.3 倍 (Figure 16a)、3.0 倍 (Figure 16b)、
と有意に増加していた。 
Figure 16. UCP3 mRNA expressions 
in IGF-1 stimulated differentiated 
C2C12 and L6 cells. Both cell lines 
were treated with 1 g/mL of IGF-1 
and the expression level of UCP3 
measured. IGF-1 induced the 
expression of UCP3 mRNA in C2C12 
cells (a) and L6 cells (b). The data are 
presented as the mean ± S. D. from 
three independent experiments 
performed in triplicates. ****: p < 
0.001 vs. vehicle. 
 
 
第四節 GH および IGF-1 刺激による UCP2、UCP3 タンパク質発現量の解析 
【目的】 
前節の結果より、IGF-1 の刺激により直接 UCP2、UCP3 mRNA の発現量が増加することから、分化誘導後
の C2C12 細胞に GH (1µg/mL) および IGF-1 (1µg/mL) を添加し、48 時間後の UCP のタンパク質発現量を比較
した。 
【材料および方法】 
分化誘導後の C2C12 細胞に GH (1µg/mL) 、IGF-1 (1µg/mL)、H2O (vehicle) のいずれかを添加し、48 時間後
細胞を回収し、500 mM Tris-HCl (pH7.5)、150 mM NaCl、1% TritonX-100、1%デオキシコール酸ナトリウムによ
って調整した細胞溶解液によりタンパク質を抽出した。10%ポリアクリルアミドゲルを使用した SDS-PAGE に
よって分離し、分離されたタンパク質を電気的に PVDF 膜 (GE Healthcare, Buckinghamshire, England, UK) に移
行させた。一次抗体には抗 UCP2 抗体 (Proteintech, Tokyo, Japan) もしくは抗 UCP3 抗体 (Proteintech, Tokyo, 
Japan)、二次抗体には horseradish peroxidase (HRP) が結合した anti-rabbit IgG (Cell Signaling Technology, Tokyo, 
Japan) を用い、ClarityTM Western ECL Substrate (BioRad, Hercules, CA, USA) を使用した。コントロールとして
抗 β-actin 抗体 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX) にて β-actin タンパク質を検出した。得られたバンドから
タンパク質量を Image J で解析を行った。統計解析は、第一節に記載した方法に従った。 
【結果および考察】 
UCP2 の発現量は、vehicle と比較し、GH 刺激では 2.4 倍、IGF-1 刺激では 4.4 倍に UCP2 の発現量が増加し
た。GH による刺激以上に、IGF-1 刺激によって UCP2 タンパク質発現量の増加が認められた (Figure 17)。 
 一方、UCP3 の発現量は、vehicle と GH 刺激では 5 倍、vehicle と IGF-1 刺激では 7.9 倍に UCP3 の発現量が増
加しており、UCP2 の発現量と同様、GH による発現以上に、IGF-1 刺激によって UCP3 タンパク質発現量の増
加が認められた (Figure 18)。 
 






















第五節 IGF-1 刺激による FOXO のリン酸化およびリン酸化阻害が及ぼす UCP タンパク質発現への影響 
IGF-1 により FOXO のリン酸化が報告されていることから 63)、IGF-1 刺激による FOXO のリン酸化タンパク
質の発現を、C2C12 細胞を用いて、時間および濃度依存的な経過について検討を行った。また、FOXO は、IGF-
1/PI3K/Akt シグナル伝達経路の下流に存在することが知られている。そこで、PI3K 特異的阻害剤である
LY294002 を添加し、IGF-1 によるリン酸化を阻害後 85)、IGF-1 および FOXO 刺激による UCP タンパク質発現
への影響について調べた。 
 
第一項 IGF-1 刺激による FOXO のリン酸化の時間経過および濃度依存による影響 
【目的】 
IGF-1 刺激による FOXO のリン酸化タンパク質発現について、分化誘導後の C2C12 細胞を用いて、時間経
過および濃度依存による影響について検討した。 
【材料および方法】 
分化誘導後の C2C12 細胞に IGF-1 (1µg/mL) を添加 0、1、3、5、10、30 分後に細胞を回収した。また、C2C12
細胞に IGF-1 (0、100、500、1000 ng/mL) 添加 5 分後に細胞を回収した。次に、前節に記載の方法に従い、タ
ンパク質の抽出を行った。一次抗体には、抗リン酸化FOXO1抗体 (Phospho-FoxO1 (Ser256))、抗リン酸化FOXO4
抗体 (Phospho-FoxO4 (Ser193)) (全て Cell Signaling Technology, Tokyo, Japan) を用いた。第四節に記載した方法
に従い解析を行った。 
【結果】 
IGF-1 刺激 (1µg/mL) によって、添加 5 分後以降でリン酸化 FOXO1 の発現が増強した (Figure 19a)。また、
リン酸化 FOXO1 タンパク質は、IGF-1 の濃度依存的に増加した (Figure 19b)。今回検討を行った濃度の範囲で
は、IGF-1 の刺激濃度 (1000 ng/mL) で、最も高くなる結果となった (Figure 19b)。 
Figure 17. Comparison of the levels of expression of UCP2 
protein resulting from GH stimulation and those from IGF-
1 stimulation. GH (1 µg/mL) and IGF-1 (1 µg/mL) were added 
to C2C12 cells, and UCP2 protein expression levels at 48 hours 
were compared. Data are shown as the means from triplicates 
± S.D. *, p < 0.05; ****, p < 0.001. 
Figure 18. Comparison of the expression level of UCP3 
protein after stimulation by IGF-1 and GH. GH (1 µg/mL) 
and IGF-1 (1 µg/mL) were added to C2C12 cells, and UCP2 
protein expression levels at 48 hours were compared. Data are 










Figure 19. Phosphorylation of FOXO1 as a result of IGF-1 stimulation. 
C2C12 cells were stimulated with IGF-1, and time-dependent (a) and 
concentration-dependent (b) variations in the expression of phosphorylated 
FOXO1 (pFOXO1) were examined by western blotting. IGF-1 (1 µg/mL) 
was added, and 0, 1, 3, 5, 10, and 30 minutes later, protein was extracted 
and quantified (a). To examine IGF-1-concentration-dependence of the 
amount of pFOXO1 protein, the cells were harvested 5 minutes after 
addition of IGF-1 (0, 100, 500, and 1000 ng/mL), and pFOXO1 protein 
was quantified (b). Data are shown as the mean of triplicates ± S. D. ***, 
p < 0.005; ****, p < 0.001 vs. control. 
 
また、リン酸化 FOXO4 の発現は、IGF-1 刺激により時間依存的に増強した (Figure 20a)。リン酸化 FOXO4











第二項 IGF-1 刺激による UCP タンパク質発現に対するリン酸化阻害の影響 
【目的】 
前項の結果より、IGF-1 刺激により、リン酸化した FOXO の発現が誘導されることが示唆された。そこで、
PI3K 特異的阻害剤である LY294002 を用いて、FOXO のリン酸化を阻害する条件で、IGF-1 や FOXO 刺激によ
る UCP タンパク質発現の影響について検討を行った。 
【材料および方法】 
分化誘導後の C2C12 細胞に、FOXO1 もしくは FOXO4 遺伝子を組み込んだ発現ベクター2.0µg を
Lipofectamine® 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用いて遺伝子導入した。4 時間後、FOXO リン酸
化を阻害するため、PI3K 特異的阻害剤である 50 µM LY294002 (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) を
加えた 85)。さらに 1 時間後、IGF-1 (1µg/mL) の添加を行い、48 時間 37°C /5% CO2条件下で培養を行った。第
四節に記載の方法に従い、タンパク質を抽出し、UCP 発現の解析を行った。  
【結果および考察】 
PI3K 特異的阻害剤である LY294002 を添加することで、IGF-1 による UCP2 の発現は減少した。また、IGF-
1 存在下 FOXO1 で刺激すると、UCP2 の発現は増加したが、阻害剤を添加することで減少した (Figure 21)。こ
れらのことから、IGF-1/PI3K/Akt 経路による UCP2 タンパク質の発現は、IGF-1 により PI3K/Akt 経路によるリ
ン酸化が必須であり、また FOXO1 によって UCP2 のタンパク質発現量が調節されていることが示唆された。 
a 
Figure 20. IGF-1 induce FOXO4 phosphorylation in a time and 
dose dependent manner. IGF-1 phosphorylated FOXO4 
(pFOXO4) expression in a time-dependent manner in C2C12 cells 
(a). C2C12 cells were treated with 1 μg/mL of IGF-1 for different 
time-points (0-30 min) and the expression level of pFOXO4 was 
evaluated (a). Cells were harvested 5 minutes after addition of 
different amounts of IGF-1 (0, 100, 500, and 1000 ng/mL) and 
pFOXO4 protein was quantified to assess the dose-dependent effects 
of IGF-1 on the amount of pFOXO4 protein produced (b). Data are 


















また、IGF-1 刺激による UCP3 の発現上昇も、PI3K 特異的阻害剤の添加により有意に抑制された (Figure 22a, 

















Figure 22. UCP3 protein expression requires phosphorylation of FOXO4. We introduced a FOXO4 construct into an expression 
vector (a), pCMX-FOXO1 (b) or pCMX (mock) respectively, into the culture medium of the differentiated C2C12 cells. Four hours later, 
the specific PI3K inhibitor LY294002 was added to the culture medium to suppress the phosphorylation of FOXOs. In addition, IGF-1 
(1 µg/mL) was added one hour later and the cells were harvested after 48 hours. We extracted the proteins and performed western blotting. 
Transfection of either FOXO4 (a) or FOXO1 (b) into C2C12 cells resulted in increase in the expression level of UCP3 upon inhibition 
of phosphorylation of the downstream signaling component PI3-Akt. The representative data are shown as the mean ± S. D. from three 
independent experiments performed in triplicates. Data are shown as the mean of triplicates ± S. D. *, p < 0.05; ***, p < 0.005; ****, p 
< 0.001. 
 
第六節 マウス筋組織における IGF-1、UCP2、UCP3 タンパク質発現に及ぼす高脂肪食摂取の影響 
【目的】 
これまでに、マウスを使用した in vivo の実験系から、高脂肪食摂取により、UCP1 の発現量の増加が報告さ
れている 18)。そこで、マウス筋組織において、高脂肪食摂取による UCP2 および UCP3 の発現量と血清中の
IGF-1 濃度に与える影響について調べた。なお、同組織での IGF-1 の発現は、第二章第三節において、確認し
ている。 
【材料および方法】 
7 週齢の C57BL/6J マウスを SLC (Japan SLC, Shizuoka, Japan) より購入した。C57BL/6J マウスを 1 週間馴化
後、2 群に分け、control に通常食 (Normal Fat Diet 群; NFD: 10% kcal from fat (lard), D12450B, Research Diets Inc., 
NJ, US) を、高脂肪食群に高脂肪食 (High Fat Diet 群; HFD: 45% kcal from fat (lard), D12451, Research Diets Inc., 
NJ, US) を 9 週間与えた。その後、一晩絶食したのち、腹部後大動脈から全血採取および右後肢より筋組織を
摘出した 18)。全血採血後、血清を分離した。Mouse/Rat IGF-I Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, Inc., Minneapolis, 
MN) を用いて、血清 IGF-1 の測定を行った。マウス筋組織は、第二章第四節に記載の方法に従い、タンパク質
Figure 21. Comparison of the expression of UCP2 resulting from 
transfection of the FOXO1 gene into C2C12 cells, and the expression of 
UCP2 upon inhibition of phosphorylation of the signaling pathway 
downstream of the IGF-1 receptor. An expression vector incorporating the 
FOXO1 gene, or pCMX (mock), was transfected into cultured C2C12 cells. 
Four hours later, the PI3K inhibitor LY294002 was added in order to inhibit 
the phosphorylation of FOXO1. In addition, one hour later, IGF-1 (1 µg/mL) 
was added, and 48 hours later, the cells were harvested, and protein extraction 
was performed. Data are shown as the mean of triplicates ± S. D. *, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.005. 
 
b a                                                
b      
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抽出およびタンパク質の発現を確認した。コントロールとして抗 GAPDH 抗体 (Acris Antibodies, Inc., Herford, 
DE) にて GAPDH タンパク質を検出し、統計解析は、第二章第三節に記載した方法に従った。 
【結果】 
血清中の IGF-1 濃度は、HFD 群で NFD 群より 1.3 倍増加していた (Figure 23a)。また、マウス筋組織におけ
る UCP タンパク発現量は、NFD 群と比較して HFD 群においては、UCP2 は 2.2 倍 (Figure 23b-1)、UCP3 は 1.8











IGF-1 が IGF-1R に結合し受容体が活性化されると、その下流にあるインスリン受容体基質 (insulin receptor 
substrate; IRS) がリン酸化され、次に PI3K/Akt が活性化し、核内に局在する FOXO の 3 カ所の決まったアミノ
酸残基がリン酸化される。さらにリン酸化 FOXO は、14-3-3 タンパク質と相互作用し、核外へ移行することが
明らかとなっている 62,66) (Figure 24)。このように、IGF-1 シグナル伝達経路の下流には、FOXO 転写因子が存
在しており、さらに FOXO は、脂肪組織や骨格筋などにおいてエネルギー代謝、糖新生や酸化ストレスに関連
する遺伝子の発現を調節することが知られている 86)。近年、GH の直接的な UCP2/UCP3 発現増加が確認でき
たことから、GH の下流に存在する IGF-1 についても GH 同様の UCP2/UCP3 に関する発現調節機構が存在す
るのではないかと考え、今回、FOXO を介した IGF-1/IGF-1R から UCP2/UCP3 までのシグナル経路について解
析を行った。 
骨格筋の発生においては、IGF-1R シグナル経路は、FOXO
が関わる PI3K 経路と分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ 
(mitogen-activated protein kinase/extracellular signal-regulated 
kinase; MAPK/ERK) 経路の 2 つのメカニズムが関与している
87)。今回、PI3K 特異的な阻害剤である LY294002 により 85)、
UCP の発現に影響を与えた (Figure 21, 22)。LY294002 は、
MAPK などには影響を与えないことが知られている 85)。この
ことから、UCP 発現に関与する IGF-1 シグナル伝達は、




88)。UCP2 や UCP3 の発現は、絶食時に遊離脂肪酸などの様々
な因子によって引き起こされることが明らかとなっているが
89)、IGF-1 や FOXO による UCP 発現制御についての報告は為
されていない。今回、筋芽細胞での UCP 発現の制御は、IGF-1
が作用し、IGF-1/IGF-1R の下流の転写因子 FOXO を介した
PI3K/Akt/FOXO によるものであることを明らかにした。このよ
うに、骨格筋での IGF-1 の作用は、UCP を介したエネルギー恒
a                               b-1          b-2 
Figure 24. Regulation of FOXO transcription factor 
by IGF-1. In the absence of IGF-1, FOXO 
transcription factor is localized in the nucleus, where it 
suppresses transcription of UCP. In the presence of 
IGF-1, the PI3K/Akt pathway is activated. Akt 
translocates to the nucleus, where it directly 
phosphorylates FOXO transcription factor at three 
conserved amino acid residues. Phosphorylated FOXO 
binds to 14-3-3 proteins, which results in the export of 
FOXO from the nucleus into the cytoplasm. 14-3-3 
proteins are mostly present in the cytoplasm at 
equilibrium as chaperon molecules. The sequestration 
of FOXO into the cytoplasm allows UCP transcription. 
 
Figure 23. Level of IGF-1 in blood and the expression 
level of UCP3 and UCP2 proteins in the skeletal 
muscle, in mice experiments. We measured IGF-1 level 
and UCP2 and UCP3 protein expression levels induced 
by high fat diet (HFD) and normal fat diet (NFD) in mice 
(n=10, from each group). Following nine weeks of 
treatment with HFD or NFD, we bled and extracted 
proteins from the right lower limb of each group. We 
carried out ELISA experiments to examine blood 
concentration of IGF-1 from each group (a). We also 
compared UCP3 and UCP2 expression levels in HFD and 
NFD mice by western blot analysis (b), UCP2 is shown in 
left panel (b-1), UCP3 is shown in right panel (b-2), 
respectively). The data are shown means ± S.D. (n =10). 






(NASH) を呈したラットが IGF-1 の投与により著明に改善したことが報告されているが 10)、これは IGF-
1/FOXO/UCP 経路の活性化により IGF-1 自身の抗酸化ストレス作用および UCP 発現量増加によっても酸化ス
トレスが軽減され、病態の進行抑制に影響を与えている可能性が考えられる。したがって、今回の実験で高脂







硫酸化 GAG や IGF-1 が担っていることが知られている。今回、GAG の硫酸基転移酵素の機能解析や IGF-1 に
よるエネルギー代謝調節因子 UCP の発現機序を検討することで、以下の結論を得た。 
 
1. これまでに、C. elegans には、硫酸化されていない Chn の存在が報告されていたが、今回初めて、Chn
鎖の GalNAc の 4 位が硫酸化した構造と、ヒト C4ST のオーソログである C41C4.1 が存在することを
明らかにした。C41C4.1 を欠損させると 4 硫酸化 CS が減少し、さらに C41C4.1 の欠損変異体を用いた
実験系から、酸化剤処理により生存率が低下したことから、4 硫酸化 CS は酸化ストレスから生体を守
るために重要な役割を担っていることが示唆された。 
 
2. ペプチドホルモンである IGF-1 が、エネルギー代謝に関わる UCP2/UCP3 の発現に直接関与しているこ
とを明らかにした。そのシグナル伝達経路には、PI3K/Akt の下流に存在する転写因子 FOXO が関与し
ていた。さらに、マウスに高脂肪食を与えると、通常食を与えたマウスより、UCP2/UCP3 のタンパク
質発現量が増加していた。これらのことから、IGF-1 は、PI3K/Akt/FOXO の経路を介して UCP の発現
調節を行うことで、エネルギー代謝に関与していることが示唆された。 
 
蓄積脂肪における酸化ストレスの増加は、内臓脂肪蓄積関連の病理発生に関与している 90)。また UCP は、
ATP を経ずに化学エネルギーを直接熱へと変換するため、エネルギー代謝には効率の良い機構であると考えら
れている。今回、酸化ストレス制御に 4 硫酸化 CS が関与していること、さらに IGF-1 による UCP の発現が
FOXO により制御していることを解明したことで、例えば 4 硫酸化 CS の合成能を増加させることや、IGF-
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